(12) NACH DEM VERTRAC 
PAT 



DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARB 

:t) veroffentlichte INTERNATIO] 



ARB^H^UF DE 

NAL^^RftELD 



DEM GEBEET DES 
UNG 



(19) Weltorganisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 



(43) Internationales Veroffentiichungsdatum 

8. Januar 2004 (08.01.2004) PCT 




i am inimi o Dim nui iim 1110 mi i u ii] mu urn iuu inn iqii iid duid iiii mi an 

(10) Internationale Veroffentlichungsnummer 

WO 2004/003556 Al 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 : GOIN 33/543, 

27/416, 27/49 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP2003/006566 

(22) Internationales Anmeldedatum: 

23. Juni 2003 (23.06.2003) 



(25) Einreichungssprache: 

(26) VerofTentlichungssprache: 



Deutsch 
Deutsch 



(30) Angaben zur Prioritat: 

102 29 210.8 28. Juni 2002 (28.06.2002) DE 

102 29 374.0 29. Juni 2002 (29.06.2002) DE 

(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
von US): NOVEMBER AKTIENGESELLSCHAFT 



GESELLSCHAFT FUR MOLEKULARE MEDIZIN 
[DE/DE]; Ulrich-Schalk-Str. 3a, 91052 Erlangen (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US): SCHULEIN, Jiirgen 
[DE/DE]; Ringstr. 27, 91080 Spardorf (DE). GRABL, 
Bjorn [DE/DE]; Karl-Jato-Weg 15, 90415 Numberg (DE). 
HASSMANN, Jorg [DE/DE]; Hofmannstr. 118a, 91052 
Erlangen (DE). 



(74) Anwalt: GASSNER, Wolfgang; Nagelsbachstr. 
91052 Erlangen (DE). 



49a, 



(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT, 
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, 
CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE, 
GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, 
KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, 
MN, MW, MX, MZ, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, 

[Fortsetzung aufder nachsten Seite] 



(54) Title: ELECTROCHEMICAL DETECTION METHOD AND DEVICE 

(54) Bezeichnung: VORRICHTUNG UND VERFAHREN ZUM ELEKTROCHEMISCHEN NACHWEIS 



in 

IT) 



O 






Rl 












U ~ l(AE3) 














[ge 






S3 






Rl 












U-HAE2) 










S2 












Rl 










U -I(AE1) 





AD 






SI 


i 



(57) Abstract: The invention relates to a device for electrochemical detection of at least one biochemical from a group of prede- 
termined biochemical molecules contained in a liquid, comprising at least one reference (RE) and at least one counter electrode 
(GE) in addition to a plurality of means (1) comprising working electrodes (AE1, AE2, AE3) for receiving said liquid. At least 
one working electrode (AE1, AE2, AE3) is provided for the detection of each biochemical molecule and is coated with a molecule 
which is complementary to the respective biochemical molecule, such that the biochemical molecules are simultaneously detectable. 
The inventive device also comprises a potentiostat (P) for the production of a predefined voltage characteristic between the working 
electrodes (AE1, AE2, AE3) and the reference electrode (RE). A downstream current- voltage converter (SI, S2, S3) is connected to 
each of the working electrodes (AE1, AE2, AE3) . The current-voltage converters (S1,S2,S3) keep all that working electrodes (AE1, 
AE2, AE3) at the same potential. The inventive device also comprises means (Ad) for measuring the currents flowing through the 
working electrodes (AE1, AE2, AE3). 
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zum elektrochemischen Nachweis zumindest eines in einer Fliis- 
sigkeit enthaltenen biochemischen Molekiils aus einer Gruppe vorgegebener biochemischer Molekule miteinem mindestens eine 
Referenz- (RE) und mindestens eine Ge-genelektrode (GE) sowie einer Vielzahl an Arbeitselektroden (AE1, AE2, AE3) aufweisen- 
den Mittel (1) zur Aufnahme der Fliissigkeit, wobei zum Nachweis jedes biochemischen Molekiils zumindest eine Arbeitselektrode 
(AE1, AE2, AE3) vorgesehen ist, die mit einem zum jeweiligen biochemischen Molekul komplementaren MolekuJ beschichtet ist, 
so dass die biochemi-schen Molekule simultan nachweisbar si nd, einem Potentiostaten (P) zur Erzeugung eines vorgegebenen Span- 
nungsverlaufs zwischen den Arbeitselektroden (AE1, AE2, AE3) und der Referenzelektrode (RE),wobei jeder der Arbeitselektroden 
(AE1, AE2, AE3) ein Strom-Spannungskonverter (SI, S2, S3) nachgeschaltet ist, wobei die Strom-Spannungskonverter (SI, S2, S3) 
samtliche Arbeitselektroden (AE1, AE2, AE3) auf demselben Potenzial halten, undeinem Mittel (Ad) zum Messen der durch die 
Arbeitselektroden (AE1, AE2, AE3) flieBendenStrome. 
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Vorrichtung und Verfahren zum elektrochemischen Nachweis 

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein Verfahren zum 
elektrochemischen Nachweis zumindest eines in einer Flussig- 
5 keit enthaltenen biochemischen Molekuls aus einer Gruppe vor- 
gegebener biochemischer Molekiile. Die Erfindung betrifft ins- 
besondere eine Vorrichtung zum Nachweis von Krankheitserre- 
gern in einer Korperf lussigkeit , z. B. Blut . 

10 Zur Messung elektrochemischer Potenziale werden nach dem 

Stand der Technik Potentiostaten mit zwei oder mehreren Ar- 
beitselektroden verwendet . Potentiostaten mit mehreren Ar- 
beitselektroden werden auch als Multipotentiostaten bezeich- 
net. Solche Multipotentiostaten weisen eine Ref erenzelektro- 

15 de, eine Gegenelektrode und mehrere Arbeitselektroden auf . 
Die Spannung zwischen einer Arbeit selektrode und der Ref- 
erenzelektrode wird iiber die zwischen der Gegenelektrode und 
der jeweiligen Arbeitselektrode anliegende Spannung geregelt. 
Ein vorgegebener Spannungsverlauf zwischen jeder der Arbeit - 

20 selektroden und der Ref erenzelektrode wird fur jede Arbeitse- 
lektrode separat erzeugt . 

Aus der US 5,830,343 ist ein Verfahren bekannt, bei dem mit- 
tels eines Multipotentiostaten simultan die iiber eine Viel- 

25 zahl von Arbeitselektroden abfallende Spannung gemessen wer- 
den kann. Dabei wird jede Arbeitselektrode unabhangig von den 
anderen mit einem besonderen vorgegebenen Potenzial gegen die 
Ref erenzelektrode beauf schlagt . Inf olgedessen bilden sich 
wahrend der Messung zwischen den Arbeitselektroden Potenziale 

30 aus. Das macht die Auswertung der an den ubrigen Arbeitselek- 
troden gemessenen Strome kompliziert. 
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Aus der US 5,149,629 ist ein Verfahren zur elektrochemischen 
Detektion von in einer Losung enthaltenen Molekiilen bekannt, 
bei dem sequenziell mit mehreren Arbeitselektroden gemessen 
wird. Die Durchf iihrung einer solchen Messung ist zeitaufwan- 
5 dig. 

Die US 4,315,753 beschreibt ein Verfahren und eine Vorrich- 
tung zur gleichzeitigen Ermittlung der Konzentration zweiter 
sauerstof f haltiger Gase. Die Vorrichtung weist einen Poten- 
10 tiostaten mit zwei Stromf olgern auf , die zur Erzeugung eines 
Dif f erenzsignals miteinander verschalten sind. Mit der be- 
kannten Vorrichtung ist es nicht moglich, mehrere in einer 
Losung enthaltene biochemische Molekiile spezifisch nachzuwei- 
sen. 

15 

Die US 4,655,880 offenbart eine Vorrichtung zum Nachweis von 
Glucose. Dabei werden zwei Arbeitselektroden verwendet, von 
denen eine mit dem Glucose-Oxidase-Enzym beschichtet ist. Die 
andere Arbeit selekt rode ist unbeschichtet und dient der Mes- 
20 sung des Untergrunds. Eine simultane Messung unterschiedli- 

cher biochemischer Molekule ist mit der bekannten Vorrichtung 
nicht moglich. 

Aus Paeschke, Manfred et al . : Voltammetric Multichannel Meas- 
25 urements Using Silicon Fabricated Microelectrode Arrays; in: 
Electroanalysis 1996, 8, Nr. 10; Seiten 891 bis 898 ist ein 
voltammetrisches Verfahren unter Verwendung eines Vielkanal- 
potentiostaten beschrieben. Der beschriebene Vielkanalpoten- 
tiostat ist aufwandig herzustellen. Angesehen davon, ergeben 
30 sich in der Praxis bei der Messung haufig Stabilitatsproble- 
me. Ein spezifischer Nachweis von in einer Losung enthaltenen 
biochemischen Molekiilen ist damit nur eingeschrankt moglich. 
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Die DE 41 36 779 Al beschreibt eine Vorrichtung zum simulta- 
nen Nachweis verschiedener Gaskomponenten. Die Vorrichtung 
umfasst verschiedene Arbeitselektroden, eine gemeinsame Ge- 
genelektrode sowie eine gemeinsame Ref erenzelektrode . Mit der 
5 Vorrichtung kann das Potenzial jeder Arbeitselektrode separat 
geregelt werden. Die entsprechende Regelungsschaltung ist 
kompliziert und storanf allig . 

Aus der DE 100 15 818 Al ist ein Biosensor bekannt . Zum Nach- 
10 weis eines in einer Losung enthaltenen Analyten wird dessen 

Oxidations- und Redukt ionspotential an jeweils einer Elektro- 
de gemessen. Es sind also zwei Elektroden pro nachzuweisendem 
Analyt notwendig. Der vorgeschlagene Biosensor ist relativ 
aufwandig herzustellen. Ein gleichzei tiger Nachweis mehrerer 
15 in einer Flussigkeit enthaltener biochemischer Molekule ist 
damit nicht moglich. 

Aufgabe der Erfindung ist es, die Nachteile nach dem Stand 
der Technik zu beseitigen. Es sollen insbesondere eine Vor- 

2 0 richtung und ein Verfahren angegeben werden, mit denen ein 
simultaner elektrochemischer Nachweis von in einer Flussig- 
keit enthaltenen unterschiedlichen biochemischen Molekiilen 
einfach, kostengiinst ig und schnell durchfiihrbar ist. Nach ei- 
nem weiteren Ziel der Erfindung sollen moglichst genaue Mes- 

25 sergebnisse erzielbar sein. 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1 und 12 
gelost. ZweckmaSige Ausgestaltungen ergeben sich aus den 
Merkmalen der Anspruche 2 bis 11, 13 und 14. 

30 

Nach MaSgabe der Erfindung ist eine Vorrichtung zum elektro- 
chemischen Nachweis eines in einer Flussigkeit enthaltenen 
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biochemischen Molekuls aus einer Gruppe vorgegebener bioche- 
mischer Molekule vorgesehen mit 

einem mindestens eine Referenz- und mindestens eine Gegene- 
5 lektrode sowie eine Vielzahl an Arbeitselektroden aufweisen- 
den Mittel zur Aufnahme der Fliissigkeit, wobei zum Nachweis 
jedes biochemischen Molekuls zumindest eine Arbeitselektrode 
(AE1, AE2 , AE3) vorgesehen ist, die mit einem zum jeweiligen 
biochemischen Molekiil komplementaren Molekul beschichtet ist, 
10 so dass die biochemischen Molekule simultan nachweisbar sind, 

einem Potentiostaten zur Erzeugung eines vorgegebenen Span- 
nungsverlauf s zwischen den Arbeitselektroden und der Refer- 
enzelekt rode , 

15 

wobei jeder der Arbeitselektroden ein Strom- Spannungskonver- 
ter nachgeschaltet ist, wobei die Strom- Spannungskonverter 
samtliche Arbeitselektroden auf demselben Potenzial halten 
und 

20 

einem Mittel zum Messen der durch die Arbeitselektroden flie- 
Senden Strome. 

Die vorgeschlagene Vorrichtung ist einfach auf gebaut . Sie er- 
25 moglicht einen schnellen Nachweis zumindest eines in einer 
Korperf lussigkeit enthaltenen biochemischen Molekuls, z. B. 
eines Krankheitserregers . Die Vorrichtung lasst sich einfach 
durch die Wahl einer geeigneten Beschichtung der Arbeitselek- 
trode an die nachzuweisenden biochemischen Molekule anpassen. 
30 Die Art und die Anzahl der in der "Gruppe" enthaltenen bio- 
chemischen Molekule ist durch die Anzahl der mit unterschied- 
lichen komplementaren biochemischen Molekiilen beschichteten 
Arbeitselektroden gegeben. Die Vorrichtung ermoglicht auch 
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einen simultanen elektrochemischen Nachweis mehrerer unter- 
schiedlicher in der Flussigkeit enthaltener biochemischer Mo- 
lekiile. Zum simultanen Nachweis unterschiedlicher nachzuwei- 
sender biochemischer Molekule ist lediglich ein einziger Po- 
5 tentiostat erf orderlich. Damit wird an samtliche Arbeitselek- 
troden gleichzeitig ein identischer vorgegebener Spannungs- 
verlauf angelegt. Indem samtliche Arbeitselektroden auf dem- 
selben Potenzial gehalten werden, ist es moglich, die durch 
die Arbeitselektroden flieSenden Strome parallel zu messen. 

10 Dazu kann jede der Arbeitselektroden uber einen Stromfolger 
zur individuellen Auswertung der Signale virtuell an der 
Schaltungsmasse anliegen. Zum spezifischen Nachweis der in 
der Flussigkeit enthaltenen biochemischen Molekule sind die 
Arbeitselektroden mit zum nachzuweisenden biochemischen Mole- 

15 kul komplementaren biochemischen Molekulen beschichtet . Die 
Arbeitselektroden sind spezifisch fur die nachzuweisenden 
biochemischen Molekulen. Fur jedes nachzuweisende biochemi- 
sche Molekul ist zumindest eine spezifische Arbeitselektrode 
vorgesehen. Die komplementaren biochemischen Molekule binden 

20 spezifisch an den nachzuweisenden biochemischen Molekule. In- 
folge der Ausbildung einer aus dem nachzuweisenden biochemi- 
schen Molekul und dem komplementaren biochemischen Molekul 
gebildeten Verbindung andert sich das elektrochemische Signal 
der Arbeitselektrode. 

25 

Unter einer "Vielzahl von Arbeitselektroden" werden im Sinne 
der vorliegenden Erfindung mehr als zwei Arbeitselektroden 
verstanden . 

30 Nach einer vorteilhaf ten Ausgestaltung sind mehrere miteinan- 
der verbundene oder kapazitiv gekoppelte Ref erenzelektroden 
vorgesehen. Damit kann die Geschwindigkeit der Messung weiter 
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erhoht werden. In diesem Zusammenhang konnen auch mehrere 
miteinander verbundene Gegenelektroden vorgesehen sein. 

ZweckmaSigerweise weist das Mittel zum Messen einen Analog- 
5 Digital -Wandler auf . Ferner kann ein Multiplexer vorgesehen 
sein, so dass eine quasi zeitgleiche bzw. simultane Messung 
der durch die Arbeitselektroden flieSenden Strome moglich 
ist . 

10 Nach einer weiteren Ausgestaltung ist der Strom- Spannungskon- 
verter ein einen ersten Operationsverstarker aufweisender 
Stromfolger, wobei ein nichtinvertierender Eingang des Opera- 
tionsverstarker s an der Masse anliegt und dessen invertieren- 
der Eingang uber einen ersten Widerstand mit dem Ausgang des 

15 ersten Operationsverstarkers und mit der Arbeitselektrode 

verbunden ist. Parallel zum ersten Widerstand kann eine Kapa- 
zitat geschaltet sein. Damit kann auf einfache Weise ein Rau- 
schen unterdrucktund somit die Sensitivitat gesteigert wer- 
den. 

20 Zur Einstellung des Strommessbereichs konnen unterschiedlich 
groSe erste Widerstande zwischen dem invertierenden Eingang 
und dem Ausgang des ersten Operationsverstarkers einschaltbar 
sein. Damit kann in einfacher Weise der Strommessbereich va- 
riiert werden. Der Strommessbereich kann fur jede Arbeits- 

2 5 elektrode individuell auf den fur das nachzuweisende bioche- 

mische Molektil optimalen Bereich eingestellt werden. Die Vor- 
richtung ist universell fur den Nachweis unterschiedlichster 
biochemischer Molekiile geeignet. 

3 0 Beim nachzuweisenden biochemischen Molekul kann es sich urn 

eine Nukleinsaure und beim komplementaren biochemischen Mole- 
kiil urn zur nachzuweisenden Nukleinsaure komplementare Nu- 
kleinsauren handeln. Im Falle einer Hybridisierung solcher 
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Nukleinsauren andert sich der Stromverlauf durch die entspre- 
chende Arbeitselektrode. Eine solche Anderung zeigt an, dass 
in der Losung eine Nukleinsaure enthalten ist, welche zur an 
der Arbeitselektrode gebundenen Nukleinsaure komplementar 
5 ist. Ein solcher Nachweis ist hoch sensitiv und auSerst spe- 
zifisch. Bei den biochemischen Molekulen kann es sich auch um 
synthetische einzelstrangige Nukleinsauren oder deren natvir- 
liche und/oder synthetische Analoga, Antigene, Proteine, wie 
Antikorper, Ant ikorperf ragmente , Derivate von Antikorpern 
10 oder Ant ikorperf ragmenten, Nukleinsaure-bindende Proteine, 
Rezeptoren oder Liganden handeln. 

In weiterer Ausgestaltung weist der Potentiostat einen als 
Spannungsf olger geschalteten zweiten Operationsverstarker 
15 auf, an dessen nicht invert ierendem Eingang die Ref erenzelek- 
trode angeschlossen ist. Der Potentiostat kann ferner einen 
dritten Operationsverstarker aufweisen, an dessen Ausgang die 
Gegenelektrode angeschlossen ist, dessen invert ierender Ein- 
gang uber einen zweiten Widerstand mit dem Ausgang des zwei- 

2 0 ten Operationsverstarkers verbunden und uber einen dritten 

Widerstand mit einer Einrichtung zur Erzeugung einer wahlba- 
ren Sollspannung angeschlossen ist, und wobei der nichtinver- 
tierende Eingang des dritten Operationsverstarkers an der 
Masse anliegt. Des Weiteren kann zwischen dem Ausgang des 
25 dritten Operationsverstarkers und dessen invert ierenden Ein- 
gang eine Kapazitat eingeschaltet sein. Das bewirkt eine Sta- 
bilisierung der Regelung. 

Nach weiterer MaSgabe der Erfindung ist ein Verfahren zum 

3 0 elektrochemischen Nachweis zumindest eines in einer Flussig- 

keit enthaltenen biochemischen Molekiils aus einer Gruppe vor- 
gegebener biochemischer Molekiile mit folgenden Schritten vor- 
gesehen : 
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a) Bereitstellen eines Mittels zur Aufnahme der Flussig- 
keit, wobei das Mittel mindestens eine Gegen- und eine 
Ref erenzelektrode sowie eine Vielzahl von Arbeitselek- 
troden aufweist, wobei zum Nachweis jedes biochemischen 
Molekuls zumindest eine Arbeitselektrode (AE1 , AE2 , 
AE3) vorgesehen ist, die mit einem zum jeweiligen bio- 
chemischen Molekul komplementaren Molekul beschichtet 
ist, so dass die biochemischen Molekule simultan nach- 
weisbar sind, 

b) Inkontaktbringen der Flussigkeit mit den Arbeits-, Ge- 
gen- und Ref erenzelektroden, 

c) gleichzeitiges Anlegen eines vorgegebenen Spannungsver- 
laufs zwischen den Arbeitselektroden und der Referenz- 
e 1 ekt rode und 

d) Messen der durch die Arbeitselektroden fliefienden Stro- 
me, wobei wahrend der Messung samtliche Arbeitselektro- 
den auf demselben Potenzial gehalten werden. 

Die Messung erfolgt quasi zeitgleich bzw. simultan. Sie wird 
zweckmafiigerweise parallel oder mittels Multiplexen durchge- 
f uhrt . Dabei kann die zwischen den Arbeitselektroden und der 
Ref erenzelektrode anliegende Spannung mit einem Potentiosta- 
ten geregelt werden. Das vorgeschlagene Verfahren ist relativ 
einfach durchf uhrbar . Es ist universell und ermoglicht auch 
den simultanen Nachweis einer Vielzahl unterschiedlicher bio- 
chemischer Molekule in einer Flussigkeit. 



Unter einer "Vielzahl von Arbeitselektroden" werden im Sinne 
der vorliegenden Erfindung mehr als zwei Arbeitselektroden 
verstanden. 
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Bei dem vorgegebenen Spannungsverlauf kann es sich urn einen 
sich wahrend der Messung veranderlichen Spannungsverlauf han- 
deln. Der Spannungsverlauf kann mittels einer programmierba- 
ren Spannungsquelle vorgegeben werden. 

5 

Die Elektroden konnen aus herkommlichen Materialien, bei- 
spielsweise geeigneten Metallen wie Gold, Silber, Platin oder 
dgl . hergestellt sein. Es ist aber auch moglich, die Elektro- 
den aus Kohlenstoff, insbesondere Graf it, herzustellen . Die 

10 Beschichtung der Elektroden erfolgt in herkommlicher Weise, 
im Falle von Nukleinsauren beispielsweise durch Ausbildung 
von kovalenten Bindungen. Es wird verwiesen auf MI Pividori , 
et al . (2000) Electrochemical genosensor design: Immobilisa- 
tion of oligonucleotides onto transducer surfaces and detec- 

15 tion methods. Biosensors and Bioelectronics 15, 291-303. 

Ein Ausfiihrungsbei spiel der Erfindung wird anhand der Zeich- 
nung naher erlautert . Es zeigen: 

2 0 Fig. 1 ein schemat isches Schaltbild und 

Fig. 2 ein mit der Schaltung gemafi Fig. 1 erzieltes Mess- 



2 5 Ein Mittel zur Aufnahme der die nachzuweisenden biochemischen 

Molekxile enthaltenden Fliissigkeit kann z.B. ein Behalter 1 
oder ein Feld auf einer aus einem isolierenden Material her- 
gestellten Flache, z.B. auf einem Chip, sein. Der Behalter 1 
weist Arbeitselektroden AE1, AE2 , AE3, eine Gegenelektrode GE 

3 0 sowie eine Ref erenzelektrode RE auf. Die Elektroden sind z.B. 

aus Silber, Gold, Platin oder Graf it hergestellt. Die Ar- 
beitselektroden AE1, AE2, AE3 sind mit zu den nachzuweisenden 
biochemischen Molekulen komplementaren Molekule beschichtet. 



ergebnis . 
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Jede der Arbeitselektroden AE1, AE2, AE3 ist uber eine Strom- 
Spannungskonverter SI, S2, S3 mit einer Messvorrichtung AD 
verbunden . 

5 Die Strom- Spannungskonverter SI, S2, S3 weisen jeweils einen 
Operationsver starker OP1 auf, dessen nichtinvertierender Ein- 
gang (OP1+) an Schaltungsmasse anliegt. Inf olgedessen werden 
samtliche Arbeitselektroden AE1, AE2, AE3 auf demselben Po- 
tenzial gehalten. Der invertierende Eingang OP1- des ersten 

10 Operationsverstarkers OP1 ist mit der Arbeitselektrode AE1, 
AE2 , AE3 und uber einen ersten Widerstand Rl mit dem Ausgang 
verbunden, der wiederum mit der Messvorrichtung AD in Verbin- 
dung steht . Zur Rauschunterdruckung kann parallel zum ersten 
Widerstand Rl eine (hier nicht gezeigte) Kapazitat geschaltet 

15 sein. Es konnen unterschiedlich groSe erste Widerstande Rl 

vorgesehen sein, welche alternativ einschaltbar sind. So kann 
auf einfache Weise der Messbereich geandert werden. 

Mit dem Bezugszeichen P ist ein Potentiostat bezeichnet, des- 
2 0 sen Eingang mit einer (hier nicht gezeigten) programmierbaren 
Spannungsquelle verbunden ist. Der Potentiostat P umfasst ei- 
nen als Spannungsf olger geschalteten zweiten Operationsver- 
starker OP2 und einen dritten Operationsverstarker OP3 . Der 
nichtinvertierende Eingang OP2+ des zweiten Operationsver- 
2 5 starkers OP2 ist an die Ref erenzelektrode RE angeschlossen . 

Der invertierende Eingang OP2- des zweiten Operationsverstar- 
kers OP2 ist mit dessen Ausgang und uber einen zweiten Wider- 
stand mit dem invertierenden Eingang OP3- des dritten Opera- 
tionsverstarkers OP3 verbunden. Der nichtinvertierende Ein- 
30 gang OP3+ des dritten Operationsverstarkers liegt an Schal- 
tungsmasse. Die (hier nicht gezeigte) programmierbare Schal- 
tungsquelle ist uber einen dritten Widerstand R3 mit dem in- 
vertierenden Eingang OP3- des dritten Operationsverstarkers 
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OP3 sowie dem zweiten Widerstand OP2 verbunden. Der Ausgang 
des dritten Operationsverstarkers OP3 ist mit der Gegenelek- 
trode GE verbunden. Zwischen dem Ausgang des dritten Operati- 
onsverstarkers OP3 und dessen invertierenden Eingang kann ei- 
5 ne (hier nicht gezeigte) weitere Kapazitat eingeschaltet 
sein. 

Bei der Messvorrichtung AD kann es sich urn einen Analog-Di- 
gital -Wandler mit Multiplexer handeln. Das ermoglicht eine 
10 quasi zeitgleiche Messung der durch die Arbeitselektroden 
AE1 , AE2, AE3 fliefienden Strome. 

Indem die Ref erenzelektrode RE an den nichtinvertierenden 
Eingang OP2 + des zweiten Operationsverstarkers OP2 ange- 
15 schlossen ist, erhalt man einen Spannungsf olger mit einer 

sehr hohen Eingangsimpedanz . Ein durch die Ref erenzelektrode 
RE flieSender Elektrolysestrom wird damit wirkungsvoll unter- 
bunden. Inf olgedessen wird eine besonders genaue Messung er- 
reicht . 

20 

Der mit der Gegenelektrode GE verbundene Ausgang des dritten 
Operationsverstarkers OP3 wird im Betrieb so angesteuert, 
dass zwischen dessen Eingangen OP3-, OP3+ keine Spannung an- 
liegt. Der nichtinvertierende Eingang OP3+ des dritten Opera - 

25 tionsverstarkers 0P3 liegt an Schaltungsmasse an. Inf olgedes- 
sen liegt auch der invertierende Eingang 0P3- virtuell auf 
Masse und damit auf demselben Potenzial wie die Arbeitselek- 
troden AE1, AE2, AE3 . Bei geeigneter Regelung ist der durch 
den dritten Widerstand R3 flieSende Strom gleich dem durch 

30 den zweiten Widerstand R2 flieSenden Strom. Da die Spannung 
uber dem zweiten Widerstand R2 dem Betrag nach gleich der 
Spannung zwischen der Ref erenzelektrode RE und den Arbeitse- 
lektroden AE1 , AE2 / AE3 ist, kann das Potenzial der Arbeitse- 
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lektroden AE1, AE2 , AE3 gegen die Ref erenzelektrode RE durch 
eine proport ionale Spannung am Eingang U des Potentiostaten P 
vorgegeben werden. In der Praxis wird zweckmaSigerweise der 
zweite Widerstand R2 gleich dem dritten Widerstand R3 ge- 
5 wahlt, wodurch die Proportionalitatskonstante auf den Wert -1 
festgelegt wird. Alternativ kann in diesem Fall eines addie- 
renden Potentiostaten P der dritte Widerstand R3 durch mehre- 
re Widerstande ersetzt werden, wodurch mehrere Eingange, z.B. 
zur Modulation, erhalten werden. 

10 

Nach einer Variation an der Schaltung ist es moglich, die 
Strom- Spannungskonverter SI, S2 , S3 im Frequenzgang zu be- 
schranken. Dadurch kann das Gesamtrauschen vermindert werden. 
Eine solche Beschrankung im Frequenzgang kann durch Kondensa- 

15 toren erreicht werden, die jeweils parallel zum ersten Wider- 
stand Rl geschaltet werden. Zur VergroSerung des Strommessbe- 
reichs kann es von Vorteil sein, die ersten Widerstande Rl , 
ggf . mit dazu parallel geschalteten Kondensatoren, mittels 
Relais oder analoger elektronischer Schalter oder einer Kom- 

20 bination der beiden schaltbar auszufuhren. 

Fig. 2 zeigt das Ergebnis von mit der erf indungsgemaSen 
Schaltung durchgef uhrten Messungen. Dazu sind unbeschichtete 
Arbeitselektroden mit einer DNA enthaltenden Losung in Kon- 

25 takt gebracht worden. Die Messung ist erfolgt mittels Diffe- 
renzialpulsvoltammetrie . Aufgetragen in Fig. 2 ist liber der 
Spannung die an der Arbeitselektrode gemessene Stromdif f erenz 
jeweils vor und nach einer Spannungsmodulation. Der linke Pe- 
ak zeigt die Oxidation von Guanin von an der Arbeitselektrode 

3 0 adsorbierter DNA. Der rechte Peak zeigt die Oxidation von 

Adenin. Es sind die Ergebnisse aufgetragen welche durch Mes- 
sung an einer ersten Arbeitselektrode AE1 und an einer zwei- 
ten Arbeitselektrode AE2 gewonnen worden sind. 



WO 2004/003556 




T/EP2003/006566 



13 



Die vorliegende Messung zeigt lediglich einen unspezif ischen 
Nachweis von DNA in einer Losung. Bei einer geeigneten Be- 
schichtung der Arbeitselektroden ist es im Rahmen der Erfin- 
dung moglich, spezifisch vorgegebene DNA oder dgl. in einer 
5 Losung nachzuweisen. Die Anzahl der spezifisch nachzuweisen- 
den DNA-Sequenzen oder dgl. hangt ab von der Anzahl der ver- 
wendeten Arbeitselektroden. 
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Bezugszeichenliste 



1 Behalter 

OP1, 2, 3 erster, zweiter, dritter Operationsverstarker 

P Potentiostat 

SI, 2, 3 erster, zweiter, dritter Strom- Spannungskon- 

verter 

Rl, 2, 3 erster, zweiter, dritter Widerstand 

AD Messvorrichtung 

AE1, 2, 3 Arbeitselektroden 

GE Gegenelektrode 

RE Ref erenzelektrode 

U Ausgang einer programmierbaren Spannungsquelle 
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Patentanspruche 

1. Vorrichtung zum elektrochemischen Nachweis zumindest ei- 
nes in einer Flussigkeit enthaltenen biochemischen Molekuls 
aus einer Gruppe vorgegebener biochemischer Molekule mit 

einem mindestens eine Referenz- (RE) und mindestens eine Ge- 
genelektrode (GE) sowie eine Vielzahl an Arbeit selektroden 
(AE1 , AE2, AE3) aufweisenden Mittel (1) zur Aufnahme der 
Flussigkeit, wobei zum Nachweis jedes biochemischen Molekuls 
zumindest eine Arbeitselektrode (AE1 , AE2 , AE3) vorgesehen 
ist, die mit einem zum jeweiligen biochemischen Molekul kom- 
plementaren Molekul beschichtet ist, so dass die biochemi- 
schen Molekule simultan nachweisbar sind, 

einem Potentiostaten (P) zur Erzeugung eines vorgegebenen 
Spannungsverlauf s zwischen den Arbeitselektroden (AE1, AE2 , 
AE3) und der Ref erenzelektrode (RE) , 

wobei jeder der Arbeitselektroden (AE1 , AE2 , AE3) ein Strom- 
Spannungskonverter (SI, S2, S3) nachgeschaltet ist, wobei die 
Strom- Spannungskonverter (SI, S2 , S3) samtliche Arbeitselek- 
troden (AE1, AE2, AE3) auf demselben Potenzial halten, und 

einem Mittel (AD) zum Messen der durch die Arbeitselektroden 
(AE1, AE2, AE3) flieSenden Strdme. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei mehrere miteinander 
verbundene oder kapazitiv gekoppelte Ref erenzelektroden (RE) 
vorgesehen sind. 



3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, wobei mehrere mit- 
einander verbundene Gegenelektroden (GE) vorgesehen sind. 
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4. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei das Mittel (AD) zum Messen einen Analog-Digital -Wandler 
auf weist . 

5 5. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche , wo- 
bei der Strom- Spannungskonverter (SI, S2 , S3) ein einen er- 
sten Operationsverstarker (OP1) aufweisenden Stromfolger ist, 
wobei ein nicht invert ierender Eingang (0P1+) des ersten Ope- 
rationsverstarkers (OP1) an Masse anliegt und dessen inver- 
10 tierender Eingang (OP1-) iiber einen ersten Widerstand (Rl) 
mit dem Ausgang des ersten Operationsverstarkers (OP1) und 
mit der Arbeitselektrode (AE1) verbunden ist. 

6. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
15 bei parallel zum ersten Widerstand (Rl) eine Kapazitat ge- 

schaltet ist. 

7. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei zur Einstellung des Strommessbereichs unterschiedlich 

20 groSe erste Widerstande (Rl) zwischen den invert ierenden Ein- 
gang (OP1-) und den Ausgang des ersten Operationsverstarkers 
(0P1) einschaltbar sind. 

8. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche/ wo- 
2 5 bei das nachzuweisende biochemische Molekiil eine Nukleinsaure 

und die komplementaren biochemischen Molekule zur nachzuwei- 
senden Nukleinsaure komplementare Nukleinsauren sind. 

9. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
30 bei der Potentiostat (P) einen als Spannungsf olger geschalte- 

ten zweiten Operationsverstarker (OP2) auf weist, an dessen 
nichtinvertierendem Eingang (OP2+) die Ref erenzelektrode (RE) 
angeschlossen ist . 
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10. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei der Potentiostat (P) einen dritten Operationsverstarker 

(OP3) aufweist, an dessen Ausgang die Gegenelektrode (GE) an- 
geschlossen ist, dessen invert ierender Eingang (OP3-) uber 

5 einen zweiten Widerstand (R2) mit dem Ausgang des zweiten 

Operationsverstarkers (OP2) verbunden und uber einen dritten 
Widerstand (R3) an einer Einrichtung zur Erzeugung einer 
wahlbaren Sollspannung angeschlossen ist, und wobei der 
nichtinvertierende Eingang (OP3+) des dritten Operationsver- 
10 starkers (OP3) an Masse anliegt. 

11. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei zwischen dem Ausgang des dritten Operationsverstarkers 
(OP3) und dessen invert ierenden Eingang (OP3-) eine Kapazitat 

15 eingeschaltet ist. 

12. Verfahren zum elektrochemischen Nachweis zumindest eines 
in einer Flussigkeit enthaltenen biochemischen Molekuls aus 
einer Gruppe vorgegebener biochemischer Molekule mit folgen- 

20 den Schritten: 

a) Bereitstellen eines Mittels (1) zur Aufnahme der Flus- 
sigkeit, wobei das Mittel (1) mindestens eine Gegen- (GE) und 
eine Ref erenzelektrode (RE) sowie eine Vielzahl von Arbeitse- 
2 5 lektroden (AE1, AE2 , AE3) aufweist, wobei zum Nachweis jedes 
biochemischen Molekuls zumindest eine Arbeitselektrode (AE1, 
AE2 , AE3) vorgesehen ist, die mit einem zum jeweiligen bio- 
chemischen Molekiil komplementaren Molekiil beschichtet ist, so 
dass die biochemischen Molekiile simultan nachweisbar sind, 



30 



b) Inkontaktbringen der Flussigkeit mit den Arbeits- (AE1, 
AE2, AE3) , Gegen- (GE) und Ref erenzelektroden (RE), 
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c) gleichzeitiges Anlegen eines vorgegebenen Spannungsver- 
laufs zwischen den Arbeit selektroden (AE1, AE2 , AE3) und der 
Ref erenzelektrode (RE) und 



5 d) Messen der durch die Arbeitselektroden (AE1, AE2 , AE3) 
fliefienden Strome, wobei wahrend der Messung samtliche Ar- 
beitselektroden (AE1 , AE2, AE3) auf demselben Potenzial ge- 
halten werden. 

10 13. Verfahren nach Anspruch 13, wobei das Messen parallel 
Oder mittels Multiplexen durchgefuhrt wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 13 oder 14, wobei die 
zwischen den Arbeitselektroden (AE1 , AE2 , AE3) und der Refe- 
15 renzelektrode (RE) anliegende Spannung mit einem Potentiosta- 
ten (P) geregelt wird. 




Fig. 2 



